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脳移植における移植組織の成育とアストロサイトの反応性

Part I：ラット胎仔脳組織塊の大脳皮質内，側脳室内，

クモ膜下腔および大脳皮質 cavity内への移植
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Growth of the Graft and Astrocytic Reaction Following Transplantation 

of Fetal Brain to Adult Rat's Brain 

Part I: Tissue Transplantation into Cerebral Cortex, Lateral Ventricle, 

Subarachnoid Space and Cerebral Cortical Cavity 

KAZUM!TSU KYOSHIMA, MASAYUKI MATSUDA and JYOJI HANDA 

Department of Neurosurgery, Shiga University of Medical Science, Seta, Ohtsu, Shiga 

Brain transplantation has been examined as one of the therapeutic methods in the animal models of 

Alzheimer’s disease. Among a lot of problems inherent to therapeutic brain transplantation, we have in-
vestigated implanting techniques and methods. 

Small pieces of fetal basal forebrain tissue containing cholinergic neurons were transplanted into 

adult rats’cerebral cortex, lateral ventricle, subarachnoid space, and the cerebral cortical cavity which had 
been made 10 days before transplantation (delayed cavity technique). Two to 3 months after transplanta-

tion, growth of the grafts, neurites elongation and astrocytic reaction were observed by Niss! staining, 

histochemical staining for acetylcholinesterase and immunocytochemical staining for glial fibrillary acidic 
protein (GFAP). 

Intracortical grafts were small and surrounded by thick glial scar formation, but there was found a par-
tial lack of glial scar and host-graft neuronal integration was also observed. 

Both intraventricular and subarachnoid grafts grew relatively well. GFAP-immunoreactive cells had 

a tendency to gather near the margin of the graft and perivascularly. These facts seemed to suggest that 
reactive astrocytes were also taking part in support of the homeostasis of environments in the graft tissue. 

By delayed cavity technique, better growth of the grafts was observed, but dense glial and connective 

tissue scar tissues developed and prevented the outgrowth of neuronal processes. Nevertheless, hyperin-
nervation from graft to host cortex was partially noticed. It should be stressed that although the hyperin-

nervation may be effective for recovery of the host from the central nervous system damages, it may 

possibly damage the host’s neuronal circuits 

Key words: Brain transplantation, Implanting methods, Neuronal regeneration, Reactive astrocytes, Subarachnoid 
space. 
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I はじめに

ノ4ーキンソン病やアノレツハイマー病などの脳の変性

疾患に対する治療法は，いろいろな問題を含み困難な

ことが多い．近年， L-dopa療法が効かなくなったノミー

キンソン病患者に自己の副腎髄質や流産胎児の黒質細

胞を用いた脳内移植療法が試みられ，一部有効性が報

告されている久山7-19,22).

一方，アノレツハイマー病に対しては， Meynert核

を中心とする前脳基底部のコリン作動性ニューロンの

著明な変性脱落が指摘され26），かつ，これらーユーロ

ンの生存維持にその標的部位て、産生される神経成長因

子（NerveGrowth Factor: NGF）が重要な役割を演じて

いることがわかり14,28），『アノレツハイマー病に NGFを

投与してみてはどうかつ』とL、う考えが提出され，具

体化する動きとなってきている目）．

しかしアルツハイマー病ではコリン作動性ニュー

ロンの変性だけでなく，／ノレアドレナリン系やセロト

一ン系など多種類の神経伝達物質やそれらのレセプ

タ一に異常が見られており＇＂’ 7’8

良いものカミとL、う疑問が生ずる．ここにアノレツハイ

マー病に対しても各種の神経伝達物質や栄養因子の補

充によって神経細胞変性の進行を食い止め，痴呆の改

善が得られる可能性があり，脳移植の応用が考えられ
る9,12,15,16).

脳移植の臨床応用に際し，患者の選択やドナー細胞

の選択，移植免疫などの問題に加え，移植方法・手技

の確立も必要となってくる．本研究ではアノレソハイ

マー病に対する脳内移植療法における移植手技の確立

を目指し，その手始めとして，まず，ラット胎仔前脳

基底部組織をドナーとして，成ラ y トの脳の相異なる

部位に移植を試み，移植片の成育，再生線維の伸長に

つき検討しそれらを左右すると考えられるアストロ

サイトの動態について調べてみた．

E 実験方法

1) 移植手技

ホストには成雄 SpragueDawleyラット（220～280

g）を用い，ベントパノレピターノレ 50mg/kgの腹腔内注

射にて麻酔し，固定台に固定した．頭皮を正中切開し，

右頭頂部に小関頭を施した．

移植細胞は，同種の胎齢15～17日胎仔ラットを母獣

へのベントパノレピタール 30mg/kg腹腔内投与下に摘

出し，氷冷したリンゲノレ液中で前脳基底部を含む部位

をパンチアウトして準備した．

20ゲーシ腰椎穿刺針を用いて作製した内筒および外

筒よりなる移植針を用い，移植組織を体積約 1mm3 

の小塊として，以下の部位に移植した．

①大脳皮質内に挿入．

②倶ij脳室内に挿入．

③ 硬膜，クモ膜を注意深く切開後，大脳皮質上に接

触．

④移植の10日前に大脳皮質を吸引して小腔を作製し

ておき，この腔内に挿入（delayedcavity techni-

que). 

2) 組織学的検討

2～3か月後， 4% paraformaldehyde, 0.5% 

glutaraldehydeを含む 0.1M リン酸緩衝液（pH7.4, 

4°C）で経心的に潅流固定し脳を摘出， 15%ショ糖を

含む0.1M リ／酸緩衝液（pH7.4, 4°C)に浸潰した後，

20μmの凍結切片を作製し， cresylvioletによる Niss!

染色， acetylcholinesterase(AChE）染色，グリア線維

性酸性タンバク glialfibrillary acidic protein (GFAP）免

疫染色にて組織学的に観察した．

AChE染色は Tagoら25）の方法に準じ，まず 0.1%

H202を含む 0.1M リン酸緩衝液に20分間 incubate

し，内因性 peroxidase活性を除いた後， 0.1M リン酸

緩衝液，続いて 0.1M sodium hydrogen maleate緩衝

液 pH6.0 で洗浄， 40μM CuS04, 50 μM sodium 

citrate, 5 μM potassium ferricyanide, 18 μM 

acetylthiocholine iodideを含むmaleate緩衝液に室温で

1時間反応させた.0.05 M Tris-HCI 緩衝液pH7.6で

洗浄し， 0.04%diaminobenzidine-4HCI (DAB), 0.3% 

nickel ammonium sulfate, 0.003% H202を含む Tris-

HCI 緩衝液で発色させた．

GFAP免疫染色は H202で内因性peroxidase活性を

除いた後， 1次抗体（rabbitanti GFAP, Chemicon）に

4°C 2日間，続いて 2次抗体（anti-rabbitIgG）に室温

で2時間それぞれ作用させ， ABC法を用レ， DABで

発色させた.methyl greenでcounterstainを追加した．

皿結 果

①では生着した移楠片の体積は相対的に小さく，移

槌片周囲に厚いグリア性搬痕が形成され，移植片内の

再生神経線維の伸展が阻止された．しかし部分的に

は娘痕が軽度でホスト側と良く接している個所も観察

された（Fig.!A-C）・

②では生着した移植片は成育の良いものが多く，多
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なかったが， Monro孔を閉塞し水頭症を来していた

例で，倶~脳室腹側部に生着した移植片からホストへ

hyperinnervateしているものが認められた（Fig.2D）・

③でも移植片の成育は良好で， AChE陽性の神経細

胞や線維が豊富に観察された．ホストの脳表軟膜接触

脳移植における移植組織の成育とアストロサイトの反応性

くの神経細胞や再生神経線維が観察された．脳室上衣

細胞と接する部位には GFAP陽性アストロサイトは

少なく，脳室腔に面した周辺部に多数認められた

(Fig. 2AーC).脳室上衣を介して神経線維がホストに
innervate している所見はほとんどの移植片で見られ

， 

/' 

』

200μm 
．．．．．．．．．．．．． 

Fig. 1 Transplantation into the cerebral cortex. A: Niss! stain, B: AChE stain, C: GFAP stain 

Thick glial scar is formed arround the transplanted tissue, preventing the outgrowth of regrowmg 

neurites. Nevertheless, graft host connection is partially noticed. ctx: cerebral cortex, cg: cingulum, 

bar=200 μm 
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Fig. 2 Transplantation into the lateral ventricle. A: Niss! stain, B: AChE stain、C GFAP stain. 

The gra仕edtissue grows relatively well. Graft-host connection beyond the ependym is hardly seen 

GFAP immunoreactive cells concentrate in outskirts of the graft and perivascularly within the graft. cp 

caudate-putamen, bar=200 μm. 

A 
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Fig. 2 D: Another sample of the transplant into the lateral ventricle. AChE stain. 

This rat developed a marked hydrocephalus due to obstruction of the foramen of Monro. Obvious graft-

host connection is noticed, considering the hyperinnervation from graft to host. ac: anterior commissure, bst: 

bed nucleus of stria terminalis, cp: caudate putamen, Iv: lateral ventricle, s: septa! nucleus, bar= left; 200 

μm, right; 50 μm. 

部では GFAP陽性アストロサイトはごく少数で，ク

モ膜下腔に面する周辺部や血管周囲に集族する傾向に

あった（Fig.3AーC）.手技的にはクモ膜下腔の血管や
脳表を損傷しないように硬膜およびクモ膜を切開し，

移植片を挿入することは容易ではなかった

④では移植片とホストとの聞に著明なグリア性およ

び結合組織性根痕形成が見られ，ホストへの線維進入

が阻止された（Fig.4A, B）が，部分的ではあるにしろ

束になった神経線維がホスト側へ hyperinnervateして

いるのが多数の例で観察され，その線維群の先端部あ

たりに GFAP陽性アストロサイトが比較的多数認め

られた（Fig.4C, D). 

N 考 察

脳移植は，神経細胞の分化・線維の伸長・標的細胞

の認識・シナプス形成および再生のメカニズムの研究

手段として，近年めざましく発達している さらに，

障害された脳機能の回復を目指す治療手段としての研

究も進められており，臨床的にも大いに注目されてい

る．

神経移植が成功するためには，移植操作により損傷

され，低酸素・低栄養状態に陥ったドナー細胞が，い

ち早く酸素・栄養供給を受け，再生線維を伸展しやす

い環境が形成されなければならないし，ホスト側では

移植操作によるダメージを最小限に留める工夫が必要

である．その上で，最終的にホストの要求に応じか

っその調節下に，グラフトが成育し，ホストに好影響

をもたらすことが望まれる．

脳実質内移植は，ターゲ y トに移植できる最大の利

点を有するが，酸素・栄養供給が良好とは言えず，周

囲からの組織圧やグリア性搬痕形成のため成育も制限

され，移植細胞が壊死に陥る率も高いと思われる．そ

れらの欠点を克服する方法として，組織をトリプシン

などで酵素処理した後ピベッティングで細胞をばらば

らにしその浮遊液を注入する cellsuspension法が考

案され5.6），期待が持たれている．しかし，移植前操

作による細胞の傷害や媒体となる液の組成，注入量や

漏れなどの技術的問題を解決しなければならない．

脳実質内移植よりも生着のよい方法として，脳実質

の一部を吸引して cavityを作成し，その中に移植する

方法がある．さらに， cavity作成直後に移植するより

も，内因性の栄養因子が増えてくる l週目から 2週目

の聞に移植するとさらに結果が良くなるという

(delayed cavity technique)20.21.27），しかし， cavityを作

るために脳に大きな傷害を与えてしまう点が最大の欠

点であり， delayedcavity techniqueでは2度の手術を
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c 
Fig. 3 

ctx 

Transplantation into the subarachnoid space 

A: Niss! stain, B: AChE stain, C: GFAP stain 

The growth of the gra氏andastrocytic reaction in the 

graft resemble to those of transplantation into the lateral 

ventricle, but hyperinnervation is not found. ctx: 

cerebral cortex, bar=500 μm. 

必要とすることも難点である．また，場合によっては

ホストへの著明な hyperinnervationが起こり得るが，

これがホスト脳の機能回復に有効であるのか，または

逆にホストの神経回路網に重大な障害をもたらす危険

があるのかも明らかでない これは脳内移植で最も危

倶される問題の 1っと思われるが，これまでにこのよ

うな指摘はほとんど見られない．

脳内移植に伴うグリア性痕痕形成については，著明
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Fig. 4 

500μm 
・・・・・・・・・・E

Transplantation into the cerebral cortex by 

delayed cavity technique. A: Niss! stain, B: 

AChE stain 

The dense glial and connective tissue scar is formed, 

preventing the outgrowth of neuronal processes ctx 

cerebral cortex, bar= 500 μm. 

な娘痕が形成され，神経線維の伸展が阻止されたとい

う報告から，娘痕形成がほとんど無く，グラ 7 トーホ

スト境界がはっきりしないほどよく生着したという報

告までさまざまである3,11川．移植操作によるホスト

脳の損傷の程度やドナー組織の違レによる免疫学的反

応の差などが関係していると考えられる われわれは

同種の胎仔脳組織を用いているが，同一移植片であっ

てもクリア性疲痕が強く形成されている部位と，それ

が弱い部位とが混在して認められた.delayed cavity 

technique では髄膜からの結合組織性娘痕も加わり，

娘痕形成はさらに強く認められたが，部分的にホストー

脳内に hyperinnevateしている所があり，その先端部

に GFAP陽性アストロサイトが認められた．これら

アストロサイトが胎仔由来なのかホスト由来なのか，

どんな役割を担っているのかは解っていない Em 

mettらは 3H-thymidineでラベルしたアストロサイト

を移植しその移動能を調べているが，移植部位から
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C and D: Another sample of transplantation by delayed cavity technique. 
C: AChE stain, D: GFAP stain. 

Hyperinnervation from gra丘tohost cortex is partially noticed, and GFAP-immunoreactive astrocytes 
are found at the front of neuronal innervation. bar=200 μm. 

D c 
Fig. 4 

脳室内および脳表上の移植片とも，移植片内の

GFAP陽性アストロサイトは，髄液腔に面した周辺部

や，血管の周囲に多数観察された．これらアストロサ

イトは，神経細胞の支持に加えて，移植片内の内部環

境の恒常性維持に関わっているものと推察される．

アノレツハイマー病に対する脳内移植療法が動物実験

において検討され始めている．そこには解決されねば

ならない問題が数多く存在するが，その 1つに移植手

技がある 本研究ではコリン作動性神経の起始核を含

む前脳基底部を胎仔から得て，成ラ y トの大脳皮質内，

脳表クモ膜下腔，脳室内および delayedcavity techni-

queにて大脳皮質内にそれぞれ移植した．

皮質内移槌では，酸素・栄養供給や発育スベースお

よびグリア性搬痕形成のため，移植片の成育はあまり

良くなかった．

脳室内と脳表の移植片の成育は良好で，髄液に面す

るその辺縁部や血管周囲に GFAP陽性アストロサイ

トの集族を認め，これらアストロサイトは移植片内の

内部環境の恒常性維持に関わっている可能性が推察さ

れた．

delayed cavity techniqueでは移植片がグリア性およ

び、結合組織性搬痕により取り巻かれるが，部分的にホ

めとまv 

かなり離れた所まで移動し得るという また，その移

動は血管に沿ってし、く可能性が考えられるという 10),

また，最近のグリア細胞の発生・分化と機能について

の多くの研究から，胎児期後半から新生児期にはグリ

ア細胞は活発に分化・増殖し，特にアストロサイトは

神経細胞の移動や神経線維の伸展の誘導に関与してい

ると考えられている したがって，ここで認められた

アストロサイトは胎仔由来の可能性があり，娘痕形成

に与るのではなく，再生神経線維の伸長を誘導してい

るのではないかと推察された．

脳室内移植では，髄液や脳室上衣細胞から酸素・栄

養供給を受けて成育しやすい利点があるが，神経線維

は上衣層を通過し難く，また，生着，成育したグラフ

トによって髄液の通過障害を生じる危険がある．

タモ膜下腔には髄液があり，豊富な軟膜血管とも接

しているため，酸素・栄養供給は良好と考えられるー

脳の皮質以外のターゲットからは離れること，一塊の

組織としての発育スペースに乏しいなど欠点はある

が，場所を選べば移植部位として考慮され得る．脳表

に軟膜があるため，ホストへの innervationは妨げら

れることが予想されるが，軟膜を穿通する血管に治っ

て，ホスト内に線維が伸展される可能性もある．ただ，

delayed cavity techniqueで見られたような hyperinner-

vationの所見は認められなかった．
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ストへの hyperinnervationが観察され，幼若アストロ

サイトのマイグレーションに誘導されている可能性が

考えられた．ホストに対してはしかし，この innerva

ti onが神経団路に重大な障害を及ぼす危険性もはらん

でし、ることを指摘しておきたい．
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